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® Verfahren zur Bestimmung von Triglyceriden in Proteinfraktionen, Enzymlosung zur Durchfuhrung des 
Verfahrens sowie Verwendung des Verfahrens 

® Ein Verfahren zur Bestimmung von Triglyceriden in Pro- 
teinfraktionen mit den folgenden Schritten wird beschrie- 
ben: 

a) elektrophoretische Auftrennung der Proteinfraktionen in 
etner geeigneten Matrix, 

b) enzymatische Spaltung der Triglyceride und 

cj Bestimmung des durch Schritt b) entstandenen Glycerins. 
Zur Durchfuhrung dieses Verfahrens eignet sich besonders 
gut etna Enzymlosung, die die Enzyme Esterase, Glyceroki- 
nase und Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase, vorzugswei- 
se zusatzlich die Enzyme Triosephosphat-lsomerase, Glyce- 
raldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase und einen Elektronen- 
koppler, umfafit. 
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Beschreibung 

die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Beslimmung von Triglyceriden in Proteinf raktionen. 
Die koronare Herzkrankheit ist nach wie vor in den westlichen lndustrienationen die Haupttodesursache. 
Wahrend die Bedeutung des Cholesterins als Risikofaktor fur die koronare Herzkrankheit allgemein anerkannt 
ist, wird in diesem Zusammenhang auch die Beurteilung von proteinassoziierten Triglyceriden, die un Blutserum 
indensogenanntenLipoproteinenvorliegeivinBetrachtgezogen. 

Die Aufteilung der Serumproteinfraktionen erf olgt auf der Basis der unterschiedbchen Dtchte in Lipoproteine 
nut Isehr niedriger Dichte ("Very low density apoproteins", im folgenden VLDL abgekflrzt), Lipoproteine nut 
niedriger Dichte ("low density lipoproteins", LDL) und Upoproteine mit hoher Dichte ("high density lipopro- 
teins", HDL). , , L • j • u _ • i 
FQr die Diagnosestellung von GefaBerkrankungen, wie der koronaren Herzkrankheit, der penpheren artenel- 
len VerschluBkrankheit und mikroangiopathischen Verfinderungen, ist der Triglyceridgehalt in den einzelnen 
Proteinfraktionen sowie der relativen Gehaltsmengen der Proteinfraktionen untereinander von Bedeutung. 
Insb'esondere ftir die LDL-Fraktion wird angenommen, daB ein hoher Triglyceridgehalt mit der koronaren 
Herzkrankheit assoziiert ist , . . , ■ * , • - u 

Einfache Verfahren und Mittel zur Bestimmung des Tnglycendgehalts in einzelnen Proteinfraktionen, insbe- 
sondere der LDL-Fraktion, fehlen bisher. 

Die Prazipitationstechnik ist in erster Unie auf die Bestimmung des Tnglycendgehalts in Serumproteinen 
hoher Dichte (HDL) ausgelegt Die selektive Prazipitierung von LDL-Triglyceriden ist zwar versucht worden; 
jedoch ist die reine Prazipitationstechnik nachteilig, da betrachtliche Mengen an VLDL mit der LDL-Protein- 
fraktion koprazipitieren, so daB eine Differenzierung des Tnglycendgehalts in den jeweiligen Serumproteinen 
nur schlecht mSglich ist (s. R. Siekmeier et aL in Clin. Chim. Acta 177, SL 231 -230: T^pitation of low density 
lipopropteins with sulfonated polyanions" (1988), R. Siekmeier et aL in Clin. Chem. 36, S. 2109-21 13: "Insufficient 
accuracy and specifity of polyanion precipitation methods for the quantitation of low density lipoproteins" (1990). 
und;M. Nauck et aL in Klin. Lab. 40, S. 167 - 176: Measurement of LDL and VLDL cholesterol with precipitation 
techniques. A comparison with the ultracentrifugation method" (1994). 

Daher wurden LDL-Trigiyceride in der Praxis mittels sequenzieller Ultrazentrifugation lhrer Dichte entspre- 
chend in der Ultrazentrifuge, wobei sich die Dauer bis zum Erhalt der LDL-Fraktion auf 48 Std. belauft, oder 
durch ein verkurztes, kombmiertes Verfahren aus Ultrazentrifugation und Prazipitation bestunmt Bei der 
letztgenannten, relativ selektiven Auftrennung wird zunSchst die VLDL-Fraktion mit der Ultrazentrifuge abge- 
trerint (Dauer etwa 24 Std), und die dann verbleibende LDL-Fraktion wird mehr oder wemger selektiv durch 
geeignete Agenzien gefallt (Manual of Laboratory Operation (1979); DHEW No (NIH) 75-628 National Heart 
andXung Institute; Lipid Research Clinics Program, Bethesda MD, USA, S. 1-74). Daraufhin werden aus der 
Trigiyceridkonzentration vor und nach der LDL-Prazipitation die Menge an LDL-Tnglyceriden rechnerisch 

Fiir diese kombinierten UltrazentrifugationsVPrazipitier-Verfahren besteht jedoch der Nachteil, daB neben 
einem betrachtlichen zeitlichen auch ein bedeutender apparativer Aufwand erforderlich ist, der von einem 
Roiitinelabor in aUer Regel nicht geleistet werden kann. Sieht man allerdings die LDL-Triglyceridkonzentration 
als tpesonders aussagekraftig fur die Pravention der koronaren Herzkrankheit an, so ist gerade die routinemaBi- 
ge Erfassung der LDL-Triglyceride erwflnscht . t 

der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, die Bestimmung von Triglyceriden in Proteinfraktionen so 
zu vlerbessern, daB diese auch in der Routinediagnostik der Herzinfarktpravention angewendet werden kann. 
Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren zur Bestimmung von Triglyceriden in Proteinfraktionen gelost, das 
45 durih die folgenden Schritte gekennzeichnet ist: 

' a) elektrophoretische Auftrennung der Proteinfraktionen in einer gecigneten Matrix, 

I b) enzyraatische Spaltung der Triglyceride und 

i c) Bestimmung des durch Schritt b) entstandenen Glycerins. 
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Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung betrifft die Bereitstellung einer EnzymlSsung nach 
Anspruch 15, die sich als ein Mittel zur Durchfuhrung des oben genannten Verfahrens besonders gut eignet 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung des oben genannten Verfahrens zur 
In-Vitro-Diagnose von GefaBerkrankungen. Hierunter failt insbesondere die Diagnose der koronaren Herz- 
krankheit, und anderer makro- und mikroangiopathischen GefaBerkrankungen. Unter Diagnose wird auch die 
Abschatzung des Risikos fUr die Entstehung dieser Krankheiten verstanden. 

Vorteilhaf te Ausgestaltungen der vorliegenden Erfindung ergeben sich aus den Unteransprfichen. 

Die besonderen Vorteile des erfindungsgemafien Verfahrens liegen in der einfachen und, falls gewOnscht, 
quantifizierbaren Bestimmung von Triglyceriden in Proteinfraktionen bei geringem apparativen Aufwand. Dies 
macht das erfindungsgem&Be Verfahren insbesondere fflr die Bestimmung der Triglyceride der LDL-Fraktion im 
Routinelaborhervorragendgeeignet . 

Triglyceride sind Ester des Dreifachalkohols Glycenn mit Fettsauren. Die Menge an Tnglycenden wird Ober 
die Menge an verestertem Glycerin in den Triglyceriden bestimmt, wobei die Triglyceride in Assoziation mit den 
Proteinen elektrophoretisch in einer geeigneten Matrix aufgetrennt und dann enzymatoch gespalten werden. 

Mit dem erfindungsgemafien Verfahren ist nicht nur die Bestimmung des Tnglycendgehalts in der LDLrFrak- 
tion mdglich, sondern es ermoglicht auch ohne zusatzlichen Aufwand die Bestimmung des Tnglycendgehalts in 
anderen Proteinfraktionen, z. a der VLDl^Fraktion und der HDL-Fraktion. Von groBem Vorteu ist auch, daB 
f reies, d. h. nicht proteingebundenes. Triglycerid bzw. Glycerin im Gegensatz zu den anderen protemassoziierten 
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Triglyceriden durch die Elektrophorese nicht mil den Proteinfraktionen wandert und deshalb nicht mit der 
Trigryceridbestimmung der Proteinfraktionen interf eriert Aus diesem Grund ist es auch mogUch, zusatzlich die 
Konzentration an freiem, unverestertem Glycerin bzw. freiem Triglycerid zu bestimmen. 

Zur enzymatischen Spaltung der Triglyceride sind entsprechende Esterasen geeignet, z. B. das Enzym Lipase 
(Triacylglycerol-Acylhydroiase, EC 3.1.13), lm Hinblick darauf, daB in den Upoproteinfraktionen neben Tngly- 5 
ceriden auch noch andere Fettsubstanzen vorliegen, insbesondere Cholesterinester, kann man einen besonderen 
Effekt dadurch bewirken, daB zur Spaltung der Triglyceride Cholesterin-Esterase (EC 3.1.1.13) eingesetzt wird. 
Dies fuhrt dazu, daB Triglyceride und Cholesterinester gleichzeitig gespalten werden. lm Ergebnis werden die 
Lipoproteinmolekflle wirksam denaturiert, und der Zugang des Enzyms zu dem Triglyceridsubstrat sowie der 
Zugang der Bestimmungsreagenzien im nachfolgenden Glycerin-Bestimmungsschritt des erfindungsgemaBen i 0 
Verfahrens wird erleichtert .. .. . 

Desweiteren bietet der Einsatz von Cholesterinesterase den Vorteil, daB infolge der gleichzeitigen Spaltung 
von Cholesterinester und Triglyceriden beide Stoffe in den jeweiligen Proteinfraktionen bestimmt werden 
kdnnea Zur Bestimmung des Cholesterins in Proteinfraktionen kann z. B.das in der DE-A-36 40 349 beschriebe- 
ne Verfahren angewandt werden. Die gleichzeitige oder unmittelbar nacheinander ausgefQhrte Bestimmung von ts 
sowohl Triglyceriden als auch Cholesterin aus einer Probe erhdht die Aussagekraft zur Diagnostik von GefaBer- 
krankungen, insbesondere der koronaren Herzkrankheit, sowie ihrer Risikoabschatzung. 

Das durch die enzymatische Spaltung entstandene Glycerin kann bestimmt werden, indem die Trennungsma- 
trix, beispielsweise eine Gelmatrix, in einer Enzymlosung inkubiert wird, die als Enzyme Glycero-Kinase und 
GlyceroI-3-Phosphat-Dehydrogenase umfafit, wodurch ein reduzierter Akzeptor von Reduktions-/Oxidations- 20 
aquivalenten entsteht, welcher durch eine Nachweisreaktion bestimmt wird. Die verwendete Enzymlosung 
enthait ferner die geeigneten Substrate und Cofaktoren. So wird das Glycerin mit einem Donor energiereicher 
Phosphatgruppen, wie z. B. Adenosintriphosphat (ATP) und dem Enzym Glycerokinase (EC 2.7.130) in Glycerol- 
3-Phosphat Oberf uhrt, und das Glycerol-3-Phosphat wird mit dem Akzeptor von Reduktions-ZOxidationsaquiva- 
lenten, z. B. Nikotin-Adenin-Dinucleotid (NAD), und dem Enzym Glycerol-3-Phosphat Dehydrogenase (EC 25 
1.1.IJ8) in Dihydroxyacetonphosphat Oberfuhrt, wobei der reduzierte Akzeptor von Redukuons-/Oxidations- 
aquivalenten (beim Beispiel von NAD 1st dies NADH) entsteht, welcher durch geeignete, an sich bekannte 
Nachweisreaktionen bestimmt werden kann. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung umfaBt die Enzymlosung, mit 
der die Matrix inkubiert wird, zusatzlich die Enzyme Triosephosphat-lsomerase und Glyceraldehyd-3-Phosphat 30 
Dehydrogenase, wodurch zusatzlich ein reduzierter Akzeptor von ReduktionsVOxidationsaguivalenten gebildet 
wird, welcher durch die Nachweisreaktion bestimmt wird. Das heifit, es wird zusatzlich zu den oben erwahnten 
Schritten das sich bildende Dihydroxyaceton-Phosphat mit dem Enzym Triosephosphat-lsomerase (EC 53.1.1) in 
Glyceraldehyd-3-Phosphat uberfuhrt, und das Glyceraldehyd-3-Phosphat wird mit dem Akzeptor von Reduk- 
tions-/Oxidationsaquivalenten (z.B. NAD) und dem Enzym Glyceraldehyd-3-Phosphat- Dehydrogenase (EC 35 
1.2.M2) in Glycerat-3-Phosphat uberfuhrt, wobei ein weiterer reduzierter Akzeptor von Reduktions-/Oxida- 
tionsaquivalenten (in diesem Beispiel NADH) entsteht, welcher wiederum durch die oben genannte, geeignete 
Nachweisreaktion bestimmt wird Auf diese Weise werden aus einem Molekul Triglycerid bzw. Glycerin zwei 
MolekQle des reduzierten Akzeptors von ReduktionsVOxidationsaquivalenten (z. B. NADH) gebildet Somit 
vermag diese MaBnahme prinzipiell die Sensitivitat des erfindungsgemSBen Verfahrens zur Bestimmung von 40 
Triglyceriden in Proteinfraktionen zu verdoppeln. 

Die oben beschriebenen Schritte bzw. Reaktionen des erfindungsgemaBen Verfahrens erfoigen an bzw. in der 
Matrix, die zur elektrophoretischen Trennung der Proteinfraktionen dient, wobei die enzymatische Spaltung der 
Triglyceride und die Bestimmung des dabei entstehenden Glycerins vorzugsweise gleichzeitig ablaufen. 

Als Matrix-Grundmaterial kommt in erster Linie ein Gel in Frage, wobei ein Agarosegel oder ein vernetztes 45 
Polyacrylamidgel besonders geeignet ist Vorzugsweise wird ein Agarosegel mit einer Agarosekonzentration 
von 0,5-2,0 Gew.-%, insbesondere 1,0 bis 1,5 Gew.-%, verwendet, weil es eine gute Auftrennung der Upopro- 
teinfraktionen ermdglicht Zusatz von Albumin in das Gel wirkt zusatzlich vorteilhaft fur das Auftrennungsver- 
mdgen. Auch kombinierte Gele aus Polyacrylamid und Agarose sind fflr dieses Verfahren geeignet 

Die Nachweisreaktion zur Bestimmung der gebildeten reduzierten Akzeptoren von Reduktions-ZOxidations- 50 
aquivalenten wie NADH, die ROckschluB auf die Gegenwart des freigesetzten Glycerins und damit auf die 
ursprunglichen Triglyceride in der jeweiligen Proteinfraktion zulaBt, erfolgt vorzugsweise densitometrisch. . 
Durch diese MaBnahme kann der Triglyceridgehalt in den einzelnen, durch Elektrophorese aufgetrennten 
Proteinfraktionen leicht quantifiziert werden. 

Besonders gut eignet sich die densitometrische Nachweisbestimmung, bei der der reduzierte Akzeptor von 55 
Reduktions-/Oxidationsaquivalenten mit einem Farbindikator bestimmt wird, indem mit einem Elektronenkopp- 
ler ein Farbstoff reduziert wird, wobei der Farbstoff prazipitiert und dadurch densitometrisch bestimmt werden 
kann. Das heiflt die Reduktionsaquivalente des reduzierten Akzeptors von Reduktions-/Oxidationsaquivalenten 
(wie z. B. NADH) werden durch einen entsprechenden Elektronenkoppler auf einen geeigneten Farbstoff 
Qbertragen, der in der reduzierten Form wasserunldslich ist und dadurch im oder auf dem Gel prazipitiert Als 60 
Elektronenkoppler eignet sich beispielsweise das Enzym Diaphorase (EC 1 A1.4); ein anderes Beispiel fur einen 
zu verwendenden Elektronenkoppler ist Phenazinmethosulf at (PMS). Geeignete Farbstoffe, die durch die obige 
Reduktion prfizipitieren und in dem Gel densitometrisch quantifizierbar sind, sind beispielsweise die Tetrazo- 
liumsalze. Diese gehen durch die Reduktion in die entsprechenden Fonnazane Ober, die wasserunl6slich sind und 
demnach in oder auf dem Gel pr&zipitieren. Beispiele von solchen Tetrazoliumsalzen zur Formazanbildung sind es 
Tetrazolium-Blau, Nitroblau-TetrazoUum (NBT), Tetrazolium-Violett, Tetrazolium-Purpur, 2-(p-Jodphe- 
nyl)-3-(p*nitrophenyl)-5-phenyltetrazoliumchlorid (INT) etc Die densitometrische Bestimmung erfolgt dann am 
geeignetsten am Absorbtionsmaximum der gebildeten Farbstoffe, beispielsweise im Fall von NBT oder INT bei 
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einer Wellenlange von 570 nm. . . 

Als ein besonders geeignetes Mittel zur Durchfuhrung dcs Verfahrens zur Bestimmung von Tnglycenden in 
Proteinf raktionen wird gemaB einem weiteren Gegenstand der vorUegenden Erfindung erne Enzymlosung zur 
Veif Ogung gestellt, die die zur Durchfuhrung der Umsetzungen erforderlichen Enzyme und ggf. weitere fur die 
Umsetzungen geeignete Bestandteile, wie Substrate und Cofaktoren. umfaBt. Somit umfaBt die Enzymlosung 
mindestens die Enzyme einer geeigneten Esterase, z.B. Cholesterinesterase, Glycerokinase und Gycerol- 
3-Phosphat-Dehydrognase, sowie ggf. zusatzlich die Enzyme Triosephosphat-Isomerase, Glyceraldenyd- 
3-Phosphat-Dehydrogenase und einen Eleku-onerikoppler. 

Die enzymatische Spaltung der Triglyceride und die Bestimmung des entstandenen Glycenns gemaB der 
vorUegenden Erfindung erfolgt in dieser bevorzugten Ausftthrungsform auf einfache Weise dadurch, daB die 
Trennmatrix, welche die elektrophoretisch aufgetrennten Proteinf raktionen enthalt, nut der genannten Enzym- 
losung inkubiert wird. Geeigneterweise erfolgt diese Inkubation der Matrix (z. B. eines Gels) m emer L6sung, 
welche neben den genannten Enzymen ein auf einen pH-Bereich von etwa 7,5 bis 9 einsteUendes Puffersystem, 
wie.Glycylglycin-Puffer oder Tris-Puffer, Adenosintriphosphat (ATP) als Donor energiereicher Phosphatgrup- 
pen; Nikotin-Adenin-Dinycleoud (NAD) als Akzeptor von Reduktions-/0»dationsaquivalenten P einen Calcium- 
ionen-Chelator wie EDTA, ein Magnesiumsalz wie MgClz, wobei die Chelatisierung von Ca 2+ -Ionen sowie die 
Bereitstellung von Mg2 + -Ionen einer wirksamen Phosphorylierung dienen, sowie ggf. den Farbindikator ent- 
halt! 

Eine geeignete Zusammensetzung der EnzymlSsung, die zur Inkubation der Trennmatrix dient, enthalt die 
folgenden Bestandteile mit den angegebenen Konzentrationen: 0,5-60 kU/1 Cholesterin-Esterase, 0,5-50 kU/1 
Glycerokinase, 1-500 kU/1 Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase, 10-3000 kU/1 Triose-Phosphat-Isomerase, 
1-250 kU/1 Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, 0,5-50 kU/1 Diaphorase, 50 mM-1 M Glycylglycm, 
0,5 mM-50 mM ATP, 0,5 mM-50 mM NAD, 0,1 mM-5 mM EDTA, 2 mM- 100 mM MgCfe und 0,5 mM-20 
mMNBT. .. L1 

Desweiteren kdnnen in der Enzymlosung bzw. InkubationslSsung zusatzliche Additive enthalten sein, z. B. 
Enzym-Stabilisatoren, Enzym-Aktivatoren, wie Gallensauren (Cholate) und Detergenzien (z. B. Genapol) zur 
Aktivierung der Cholesterin-Esterase, Konservierungsmittel usw. 

Die Inkubation des Gels zur enzymatischen Spaltung der Triglyceride und der Bestimmung des Glycenns 
erfolgt hinsichtlich der Dauer der Inkubation und der Temperatur der Inkubationsl6sung unter den Bedingun- 
gen, die geeignet sind, eine zur densitometrischen Bestimmung ausreichenden Menge an prazipitierendem 
Farpstoff hervorzurufen. Geeignet sind Inkubationszeiten von mindestens 10 Mia, vorzugsweise 25 bis 35 Min. 
undinsbesondere 30 Mia Die Inkubationstemperatur liegt geeigneterweise in einem Bereich von 20° C bis 40° C, 
vorzugsweise in einem Bereich von 25 bis 35° C und insbesondere bei etwa 30* C 

Yorstehend wurde eine bevorzugte AusfOhrungsform beschrieben, bei der die Bestimmung des nach der 
enzymatischen Spaltung der Glyceride entstandenen Glycerins erfolgt, indem durch enzymatische Umsetzungen 
ein reduzierter Akzeptor von ReduktionsVOxidationsaquivalenten gebildet wird. Einsetzbar sind jedoch auch 
Systeme, in denen oxidierte Akzeptoren von Reduktions-ZOxidationsaquivalenten gebildet werden, wobei dann 
ein pntsprechend anderer Farbstoff eingesetzt wird, der dann durch Oxidation prazipitiert und in der Matrix 
(z. B, dera Gel) densitometrisch quantifizierbar ist 

Alternativ kann die Bestimmung im zuvor beschriebenen System, bei dem ein reduzierter Akzeptor von 
Rec]uktions-/Oxidationsaquivalenten bestimmt wird, z. B. luminometrisch dadurch erfolgen, daB Flavinmononu- 
kletld (FMN) mit Flavinmononukletid-Reduktase (EC 1.65.1) reduziert wird und das reduzierte Flavinmononu- 
kletid (FMNH 2 ) luminometrisch bestimmt wird, indem es zusammen mit geeigneten Cosubstraten wie einem 
Alkanal (z. B. Tetradekanal) in Gegenwart von Sauerstoff durch das Enzym Luciferase umgesetzt wird, wobei 
Licht ausgesandt wird. Die in dieser AusfOhrungsform eingesetzte luminometrische Bestimmung kann z. B. 
dadurch erfolgen, daB die erforderlichen Reaktionen in der Trennungsmatrix ablaufen und gleichzeitig ein 
lichtempfindUcher Film unter Abschirmung auBerer Uchteinstrahlung auf die Matrix gelegt wird, so daB die bei 
derlLuciferase-Reaktion erzeugte Lichtstrahlung an den entsprechenden Stellen in der Matrix eine Schw&rzung 
im Film verursacht werden. 

Als weitere Alternative zu den obigen Ausfuhrungsformen, bei denen die Umsetzungen zur enzymatischen 
Spaltung der Triglyceride und zur Bestimmung des entstehenden Glycerins in der Trennmatrix erfolgen, kfinnen 
die triglycerid-assoziierten Proteinfraktionen nach der elektrophoretischen Auftrennung auch durch geeignete 
Mitltel, z. B. elektrophoretisch oder durch sogenanntes "Blotten" auf ein proteinbindendes Schichtmatenal, 
beispielsweise Nitrocellulosepapier, Obertragen werden, wonach die Umsetzungen zur enzymatischen Spaltung 
deriTriglyceride und zur Bestimmung des dadurch entstandenen Glycerins wie oben beschrieben angeschlossen 

werden kdnnen. . . _ 

Das erf indungsgemaBe Verfahren zur Bestimmung von Triglycenden m Proteinfraktionen bzw. die Enzymlo- 
sung zur Durchfuhrung des Verfahrens eignet sich besonders gut zur In-Vitro-Diagnose, der Prognose und 
Risikoabschatzung von GeffiBerkrankungen wie der koronaren HerzkrankheiL Dabei kann angenommen wer- 
deri, daB insbesondere die kleinen, triglyceridreichen LDL mit der koronaren Herzkrankheit und anderen 
GefaBkrankheitenassoziiertsind . 

Die vorliegende Erfindung wird nachstehend durch die folgenden Beispiele unter Bezugnahme auf die beige- 
fOgienFigurennahererlautert, wobei „ „ - u 

Fig. 1 die Umsetzungen in einer bevorzugten Ausfflhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens zeigt, 
tig> 2 die graphische Dosis-Signal-Darstellung zeigt, die durch graphische Auftragung der im erfindungsge- 
maBen Verfahren nach der bevorzugten AusfOhrungsform eingesetzten Proteinkonzentrationen gegen das 
AusmaB der Farbindikation(angefarbteGelfiache)erhalten wurde, und 
Fig. 3A eine fotographische DarsteUung ernes Gels nach Bestimmung der proteinassozuerten Triglyceride 
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nach dem erfindungsgemaBen Vcrfahren zusammen mit emerCholesterin-Bestimmung und Fig. 3B die entspre- 
chende densitometrische Verteilung zeigt 

Beispiele 1 und 2 

Serumlipoproteine unterechiedlicher Mengen wurden wie folgt einer Agarosegelelekirophorese unterworfen. 
Die Proteinproben wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und anschBeBend bei 400 V und 20° C einer Elektro- 
phorese unterworfen. 

AnschlieBend wurde die Triglyceridbestirnmung auf 2 Arten durchgeftthrt 

Im Beispiel 1 wurden alle in Fig. 1 durch die Schritte (a) bis (0 dargesteliten Reaktionen durchgefQhrt Die 
Enzymabkurzungen in Fig. 1 sind: CE - Cbolesterin-Esterase, GK - Glycerokinase, GDH = Glycerol- 
3-Phosphat-Dehydrogenase, TIM « Triosephosphat-Isomerase, GADPH = Gryceratdehyd-3-Phosphat-Deh- 
ydrogenase, und DP = Diaphorase; P bedeutet Phosphat, NBT bedeutet Nitroblau-Tetrazohum. 

Im Anschlufl daran wurde das Agarosegel mit den Proteinfraktionen in einer Enzymsubstratlosung, deren 
Zusammensetzung im folgenden aufgelistet ist, inkubiert, urn die in Fig. 1 dargesteliten Reaktionen ablaufen zu 
lassen. Die Enzymsubstratlftsung wurde kurz zuvor auf Inkubationstemperatur gebracht, und das Gei wurde fur 
30 Min. bei 30° C inkubiert 

Zusammensetzung der Enzymsubstratlosung: 



Glycylglycin W M 

fi^YP 5mM 

NAD + 5mM 

EDTA °$ mM 

MgCl 2 10 m M 

4-NBT 3mM 

Choiesterin-Esterase(EC3.U.13) 6kU/l 

Glycerokinase (EC 2.7.U0) 4,8 kU/1 

Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (EC 1.1.1 J8) 48 kU/1 

Triosephosphat-Isomerase (EC 53.1.1) 300 kU/l 
Glyceraldehyd-3-Phosphat- Dehydrogenase (EC 1.2.1.12) 24 kU/1 

Diaphorase (EC 1 .8.1.4) 4,8 kU/1 



Die oben genannte Formulierung wurde erhalten, indem zunachst folgende Mengen an Stammlosungen, die 
im einzelnen noch beschrieben werden, zusammengegeben wurden, urn die Substrat/Farbstoff-Losung herzu- 
stellen: 

Reaktionspuffer 1,2 ml 

ATP 250 ul 

NAD + 250 ul 

EDTA 75 ul 

MgCl 2 30 uJ 

4-NBT 45 uJ 

Daneben wurden folgende Enzyme separat vorpipettiert, bis kurz vor der Anwendung auf Eis belassen 
und dann mit dem oben aufgefUhrten Fxiffer/Substrat/Farbstoff-Gemisch zusammengegeben: 

Cholesterin-Esterase 75 ul 

Glycerokinase 30 ul 

GlyceroI-3-Phosphat-Dehydrogenase 75 ul 

Triosephosphat-Isomerase 75 ul 

GlyceraIdehyd-3-Phosphat-Dehydroge- 75 ul 
nase 

Diaphorase 65 P* 
Die einzelnen StammlSsungen setzen sich wie folgt zusammen: 

Reaktionspuffer: Es werden 6,6 g Glycylglycin in 250 ml aqua bidest gelost und auf pH 83 eingestellt 
(Glycylglycin-Puffer 0,2 M> 81 mg MgCl 2 x 6H 2 O t 86 mg Na-Cholat und 03 ml Genapol® werden mit 
Glycylglycin-Pufferauf 100 ml aufgefQllt . , 

ATP: 603 mg Adenosin-5'-Triphosphat-Na 2 H 2 x 3H2O werden m 2 ml Reaktionspuffer gelost (Staramldsung 50 

NAD; 27 ingp-NicotiMniid-Aderun-Dinucleotid werden in 1 ml Reaktionspuffer gelost (Stammlosung 40 mM> 
EDTA: 724 mg EDTA-Na 2 x 2H2O werden in 10 ml Reaktionspuffer gelost (Stammldsung 20 mM). 
Mga 2 :2,03 MgQ 2 x 6H2O g werden in 10 ml Reaktionspuffer gelost (Stammlosung 1 M). 
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4-Nitroblautetrazolium (4-NBT): 50 mg 4-Nitroblau-TetrazoUumchlorid werden in 250 ul 70% Dimethylforma- 

Diafhorase werden in 500 ul Rcaktionspuffer gelost Alle anderen Enzyme kommen ^8^*™2^™- 
tat zur Anwendung: Glycerokinase 425 kU/l, Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase 1700 kU/l Tnosephosphat- 
Isomerase 10 000 kU/l und Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 800 kU/L 

Nachdem das Agarosegel in einer EnzymsubstratlSsung der oben genannten Zusamnjensetzung inkubiert 
wurde wurde die Inkubationslosung durch Waschungen entfernt und die angefarbten Banden mittels 10% (v/v) 
Essigsfiure fur 30 Min. fixiert Die Gele wurden dann in destilliertes Wasser fQr weitere 30 Mm. emgetaucht und 
getrockneL SchlieBlich wurden die rot/violett eingeffirbten mit Ucht einer WeUenlange von 570 nm densitome- 
trisch ausgewertet Nach der Fixierung und der Trocknung konnte das Gel jedoch auch for Monate gelagert 
werden, ohne daB der Informanonsgehalt verlorenging. Das heiBt, die Farbindikation ist stabil Somit konme die 
densitometrische Informationsauswertung falls gewunscht auch zu irgendeinem spateren Zeitpunkt erfolgen. 

lrh Beispiel 2 wurden nur die in Fig. 1 dargestellten Schritte (a) bis (c) und (0 ausgefQhrt, daB heiBt unter 
Weglassen der Schritte (d) und (e). Hierzu wurden die eingesetzten Mengen der Enzyme Tnosephosphat-lsome- 
rase und Glyceraldehyd-Dehydrogenase ersetzt durch entsprechende Volumenmengen Reaktionspuffer. Anson- 
sten wurde jedoch wie in Beispiel 1 verfahren. . . • ~ j 

Die Resultate der gemSB den Beispielen 1 und 2 angewandten Besummungsmethoden sind in Fig. 2 darge- 
stellt Aus der Abszisse sind die Mengen der in beiden Beispielen entsprechend eingesetzten Serumlipoproteine 
ersichtlich, aus der Ordinate das Mafi der Anfarbung durch Bestimmung der angefarbten RSche (wUlkurlicher 

MaBstab). — . 

Wie der Fig. 2 zu entnehmen ist, weist die Bestimmungsmethode, die in Gegenwart der Enzyme Tnose- 
phosphat-Dehydrogenase und Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase ausgefQhrt wird, also alle Schritte (a) 
bis (f) umfaBt, gegenuber derjenigen, die ohne die genannten Enzyme ausgefQhrt wird und somit ledigUch die 
Schritte (a) bis (c) und (f) einschlieBt, eine nahezu zweifach hdhere Sensitivitat auf. 

Desweiteren wurde in den Beispielen 1 und 2 ein weiter, linearer analytischer Bereich beobachtet, d. n. die 
graphische Beziehung zwischen der eingesetzten, triglyceridhaltigen Proteinkonzentrationen und den sich dar- 
aus ergebenden Signalwerten (die Farbindikation) war in einem weiten Konzentrationsbereich der Proteme 
linear. Somit eignet sich das erfindungsgemaBe Verfahren hervorragend fur quantitative Bestimmungen der 
proteinassoziierten Triglyceride. 

5 Beispiel 3 

Jeweils 1 ul Verschiedener Blutserumproben wurde auf ein Agarosegel aufgetragen und anschlieBend bei 400 
V lind 20° C einer Oektrophorese unterworfen. Dadurch wurden die einzelnen, im Blutserum enthaltenen 
ProteineinProteinfraktionenaufgetrennt. . . 

AnschlieBend wurde eine enzymatische Spaltung der Trilyzeride sowie erne enzymatische Bestimmung des 
dabei entstandenen Glycerins wie in Beispiel 1 durchgefQhrt Parallel hierzu wurde der Cholestenngehalt m den 
40 jeweUigenProbengemaBderDE-A-3640 349durchgefuhrt _ _~ ■ 

Fig 3A zeigt die gemaB der Erf indung angefarbten Triglyceridassoziierten Proteinfraktionen der Blutserum- 
proben im Gel (s. die mit TG (Triglycerid) bezeichneten Gelbahnen). Daneben sind die Cholestenn-Bestimmun- 
gen:(s. die mit CH (Cholesterin) bezeichneten Bahnen) zu sehen. Rg. 3B zeigt die mit einem Densitometer 
aufgezeichneten, entsprechenden densitometrischen Verteilungen der unterschiedhchen Proben. 

Es wurden 3 Lipoprotein-Fraktionen sichtbar, namlich die LDL/TG-Fraktion, die VLDL/TG-Fraktion und die 
HDL/TG-Frakuon. Desweiteren ist als vierte Bande freies Glycerin zu erkennen. Uber die densitometnsche 
Bestimmung laBt sich die prozentuale Verteilung der Triglyceride in den Lipoprotein-Fraktionen ermitteln (s. 

rC FQr eine IVsoSfeSstimmung des Triglyceridgehalts in den einzelnen Proteinfraktionen im Blutserum wer- 
dentdie relativen Anteile der Fraktionen mit dem Gesamttriglyceridgehalt im Blutserum multipUziert, wobei der 
Gesjamttriglyceridgehalt im Blutserum durch bekannte, herkSmmliche Verfahren bestunmt werden kann. 

PatentansprQche 

' 1. Verfahren zur Bestimmung von Triglyceriden in Proteinfraktionen, gekennzeichnet durch die folgenden 

I Schritte: . w . 

; a) elektrophoretische Auftrennung der Proteinfraktionen in einer geeigneten Matrix, 

b) enzymatische Spaltung der Triglyceride und 

c) Bestimmung des durch Schrittb) entstandenen Glycerins. 
■ 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Triglyceride rait Cholestenn-Esterase 

f^eSen^adi Anspruch 1 oder % dadurch gekennzeichnet, daB das entstandene Glycerin bestimmt 
wird, indem das Gel in einer Enzymldsung inkubiert wird, die als Enzyme Glycero-Kinase und Glycerol- 
3-Phosphat-Dehydrogenase umfaBt, wodurch ein reduzierter Akzeptor von Reduktions-ZOxidationsSquiva- 
: lenten gebildet wird, welcher durch eine Nachweisreaktion bestimmt wird. 

!4 Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Enzymlfisung zusatzlich die Enzyme 
Triosephosphat-Isomerase und Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase umfaBt, wodurch zusatzlich em 
reduzierter Akzeptor von Reduktions-/Oxidauonsaquivalenten gebildet wird, welcher durch die Nacnweis- 
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reaktion bestimmt wird n 

5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dafl der reduzierte Akzeptor von Reduk- 
tions-/Oxidationsaquivalenten mit einem Farbindikator bestimmt wird, indem mit einem Bektronenkoppler 
ein Farbstoff reduziert wird, der prazipitiert und densitometrisch bestimmt wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB als Elektronenkoppier Diaphorase verwendet 
wird. 

7 Verfahren nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB ein Tetrazoliumsalz reduziert wird, 
wobei ein Formazan-Farbstoff prazipitiert und bei der Wellentange des Farbstoff-AbsorbUonsmaximums 
densitometrisch bestimmt wird . 

8 Verfahren nach einem der Anspriiche 3 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die enzymatische Spaltung der 
Triglyceride und die Bestimmung des Glycerols durch Inkubation des Gels in einer Losung erfolgt, welche 
neben den genannten Enzymen ein auf einen pH-Bereich von 5,7 bis 9 einsteUendes Puff ersystem, Adenosm- 
triphosphat als Donor energiereicher Phosphatgruppen, Nicotin-Adenin-Dinukletid als Akzeptor von Re- 
duktions-/Oxidationsaquivalenten, einen Ca-ionen-Chelator und ein Magnesiumsalz und ggf. den Farbindi- 
kator enthalt r i jo j 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die Inkubationslosung die folgenden Bestand- 

MmStolM Glycylglycin,0,5 mM bis 50 mM Adenosintriphosphat, 0,5 mM bis 50 mM Nucleoun-Adenin- 
Dinucleotid, 0 ( 1 mM bis 5 mM EDTA, 2 mM bis 100 mM MgCl 2 ,0,5 mM bis 20 mM 4-Nitroblau-Tetrazolium, 
0,5 bis 60 kU/1 Cholesterin-Esterase, 0,5 bis 50 kU/1 Glycerokinase, 1 bis 500 kU/1 Glyceroi-3-Phosphat 
Dehydrogenase, 10 bis 3000 kU/1 Triosephosphat-Isomerase, 1 bis 250 kU/1 Glyceraidehyd-3-Phosphat- 
Dehydrogenase und 0,5 bis 50 kU/1 Diaphorase. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die enzymatische 
Spaltung der Triglyceride und die Bestimmung des Glycerols durch Behandlung der Matrix in einer 
Inkubauonszeit von mindestens 10 Min. einer Inkubationstemperatur von 20° C bis 40* C erfolgL 

1 1. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB alle Schritte in der 
Matrix erfolgen, wobei der Schritt der enzymatischen Spaltung und der Bestimmungsschritt gleichzeitig 
durchgefuhrtwerden. . 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als Matrix ein Gel 

verwendet wird . 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB ein Agarosegel ein Polyacrylamidgel oder 
ein kombiniertes Agarose- Polyacrylamid-Gel verwendet wird. 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzhcn Chole- 
sterin in den Proteinfraktionen bestimmt wird 

15. Enzymlosung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach irgendeinem der vorhergehenden Anspriiche, 
umfassend die Enzyme Esterase, Glycerokinase und Glycerol-3-Phosphat- Dehydrogenase, 

16. Enzymlosung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB sie zusatzlich die Enzyme Tnose- 
phosphat-lsomerase,Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase und einen Elektronenkoppier umfaBt 

17 Enzymlesung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB daB sie neben den genannten Enzymen 
ein auf einen pH-Bereich von 5,7 bis 9 einsteUendes Puffersystem, Adenosintriphosphat als Donor energie- 
reicher Phosphatgruppen, Nicotin-Adenin-Dinukletid als Akzeptor von Reduktions-ZOxidationsaquivalen- 
ten, einen Ca-lonen-Chelator, ein Magnesiumsalz und einen Farbindikator enthalL 

18. Enzyml&sung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB sie die folgenden Bestandteile enthalt: 

50 mM bis 1 M Glycylglycin,0,5 mM bis 50 mM Adenosintriphosphat, 0,5 mM bis 50 mM Nucleotin-Adenm- 
Dinucleotid 0,1 mM bis 5 mM EDTA, 2 mM bis 100 mM MgCliO^ mM bis 20 mM 4-Nitroblau-Tetrazohum, 
0,5 bis 60 kU/1 Cholesterin-Esterase, 0,5 bis 50 kU/1 Glycerokinase, 1 bis 500 kU/1 Glycerol-3-Phosphat 
Dehydrogenase, 10 bis 3000 kU/1 Triosephosphat-Isomerase, 1 bis 250 kU/1 Glyceraldehyd-3-Phosphat- 
Dehydrogenase und 0,5 bis 50 kU/1 Diaphorase. 

19. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 14 zur In-Vitro-Diagnose von GefaBer- 
krankungen. 
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FIG - 1 

(a) ! Triglyceride + 3 H 2 0 v ^ ^ 1 Glycerin + 3 freie Fettsauren 

(b) Glycerin + ATP Glycerin-3-P + ADP 

i 

i 

(o) Glycerin -3-P + NAD* ^SU Dihydroxyacet on " P + NADH + » + 

(d) ' Dihydroxyaceton' -P > ™ ' Glyceraldehyd _ 3 _p 

GAPDH 

(e) ; Glyceraldehyd -3-P + H 2 0 + NAD + , Glycerat _3_p + NADH + H + 

| 

• DP 

(f) \ 2 (NADH + H + + 4-NBT > NAD + + Formazan ) 
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